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要 旨
樹木花粉を 一196°Cの 超低温 ドで長期間貯蔵する場合の基礎的な諸問題はすでに第1,II報
で発表 した。本篇は実際に超低温 ドで長期貯蔵を行なった結果及び貯蔵花粉の人工交配による種
子や結実稔性(seedfertility)に っいて述べ ることにする。




3)比 較研究のため常温下 で最 も短命なイネ,ト ウモロコシ花粉 を用いて実験 を行 なった結
果,樹 木花粉 とは全 く異なり0°Cで100分 間(イ ネ花粉)し か生存 しなかった。花粉の水分量が
生存の主たる条件 とする考察は全 くあてはまらない。
4)液 体窒素に1～5年 間貯蔵 したスギ,マ ツ,カ ラマツ花粉を人工交配 した結果,種 子には
超低温貯蔵によると考え られる影響 はみられなかっ。 たまたカラマッ種子 を圃場に播種 した結
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果,発 芽経過,幼 苗の生育 も無処理区と大差はなく,形 質にも変化はみられなかった。
第6章 花粉の超低温長期貯蔵
超低温下で牛精子を凍結 し長期間保存する方法はすでに実用化され広 く普及 している。貯蔵精
子 による人工交配乳牛は孫の代(第3世)ま でいて,形 質に異常はなく精子貯蔵は商業規模で拡
1)2)





なってその需要が拡大 し,実 用規模で貯蔵されるものと考えられる。 また一方鳥取県では20世
5);k
紀ナシの増収に花粉を必要 とするため花粉貯蔵を大規模で行なっているようである。筆者は林業
用主要樹種のほか広 く採取可能な樹種から花粉を集め 一196°C下 における長期貯蔵実験を試み
て来た。
1.超 低温貯蔵の装置 ・方法及び生存の検定
長期貯蔵に用いた各樹種の花粉 はあらかじめ適当と思われる含水率(各 表参照)に 調節 し,2
6)
ccガ ラスアンプル数本に溶封 したのち,直 接冷却法によって第2章 に述べた器具に装着 して液
体窒素中に貯蔵 した。いずれの花粉 も採取後1～2日 間で前処理を終 り超低温貯蔵を開始 した。
所定の期間貯蔵 した花粉は,直 接加温法によって+30°C程 度の微温湯で加温 し常法の培養基で
発芽テス トを試みた。なお貯蔵試料が僅少なものは1ア ンプルをとり出 し2シ ヤーレーにわけて
6)
発芽テス トを行なった。生存の検定法はすでに第2章 で述べた通 りである。またスギ ・マッ属数
種類及びカラマッでは超低温貯蔵花粉を用い実用的な人工交配を行ない,結 実種子稔性および育
苗 の実際を検討した。貯蔵の実験は現在も継続中であ り可能な限り長期間貯蔵する目的から試料























*貯 蔵 温 度 は+4～-2°C程 度 で あ り,貯 蔵 期 間 は 数 日 乃 至 数 週 問 程 度 で あ る 。
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の少 ない花粉 にっいては,さ らに貯蔵期間 を延長 してい る。 したが って生存率 の測定 の時期は花
粉 の種類 によって統一 を欠か さざ るを得なか った。
液体窒素保管器 はLinde251用 の場合,室 温条件下 にお いて2週 間に51程 度ずつ補給す る
ことによ り一196°Cを 維持 しうる。 この結果,平 均1ヵ 月当 り101,年 間約1201の 補給で充分
貯蔵 目的を達 しうる。 したが って液体窒素ll当 り80円( )とす る と年 間経費 は約1万 円 とな り他の
冷 凍機(室)に 較べ て極 めて低廉で ある。 実用 的な保存 容器 の一般性能(の)を第1表 に引用 して参考
に供す る。
2.長 期貯蔵花粉 の生存 期間 と生存力
液体窒素 に長期貯蔵 した花粉 の生存期 間 と生存力(人 工発芽床上 にお ける発芽率)は 次の よう
で あった。 貯蔵花粉 の種類 は針葉樹,広 葉樹 などあわせて47種 で あるが花粉 の絶対 量が僅少 な
た め,第2表 に示 した30種 の貯蔵経過 を示 す ことにす る。
2・1マ ツ型花粉(の)の貯蔵結果
表2～5に 示 した マ ッ型花粉 は1962～1965年 に貯蔵 を 開始 した もので ある。 表2の ユサ ン
Keteleeriadaaidianaを 除 き低 い含水率 の花粉 は長期間 の貯蔵 で な お 高い発 芽率 を示 した。 ヒマ
ラヤスギ28°o,ク ロマ ツ27,45%花 粉 は貯蔵 開始時 の冷却 中にすで に細 胞内凍結 をお こ し凍結
9)12)
死 したものであり,こ れらの花粉は加温後C4型 の傷害像を呈 しているばか りでなく,発 芽床上
でも全 く澱粉形成はみられなかった。 ユサ ン の場合は低含水率であるにもかかわらず,花 粉粒
内に非常に大 きい気泡をもち全 く発芽はみ られないが発芽床上で澱粉粒をごくわずかに形成 した
(写真1参 照)。さらに注目すべ きことは2100花 粉(ヒ マラヤスギ,ク ロマツ)で 長期貯蔵19～27
カ月に耐えない場合がある。 この含水率は凍結限界温度をはるかに下廻っていて,い わば安全な
含水率であるにもかかわらず凍結死を起 した ものである。 これはさらにヒマラヤスギ12.7%花
粉が8年 間の貯蔵には耐 えられなかったことと一致する。 この結果 は花粉のもっ凍結耐性では
なく,む しろ加温速度に不適当な操作があった ものと考えられる。即ち液体窒素中で もごく微少




と考えてよい。本実験における最適含水率は10～18°oで あ り,限 界含水率よりかなり低位であ
る。 っま り長期貯蔵における最適含水率は冷却処理による凍結限界含水率より10°o程 度低 くな
ければならないという結果を得た。
2・2ス ギ型花粉の貯蔵の結果
表2に 示 したように,ス ギ ・コノテガシワ ・ネズ ミサシ・ランダイスギ ・カヤなどの花粉で行
なった長期貯蔵実験では,ス ギ(10～11°o含 水率)花 粉の貯蔵成績がかなりよい。5年 間の貯
蔵で発芽率は50°o程 度である。 しか し含水量の高い花粉は生存できず,前 節 と同様,貯 蔵開始
9)12)
時すでに発生 した細胞内凍結によるものであることは加温後,発 芽床上ですべてD2型(細 胞質
の不規則な萎縮)傷 害ににた形を示すことから明らかである。またコノテガシワ,ラ ンダィ.スギ
では含水率10～16%の 花粉で貯蔵効果がみられた。 これはすべて直接冷却 ・直接加温の方法によ
っている。
4力 年貯蔵 した結果をみると,ほ ぼ50%程 度の発芽率を維持 していたといえるが,発 芽 しな
い花粉の形状 もほぼ正常な形のものが多い。10～16%の 含水率では花粉に有害な氷晶を作る自
由水はまずないものと考えられるか ら,こ の不発芽 という現象は低温貯蔵中にお こった生理的な
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障害 と考え られる。 なお・スギ18,26,5,39.3%各含水率 をもつ花粉,コ ノデカ シワ38.6° °,ネ
ズ ミサシ45.8%の 各花粉 はC4,D2型 の傷害 を うけている。 また長期貯蔵 の結果,発 芽する花粉
の多 くはF1型 即ち,小 気泡 を内部に数個 もっているが,い ずれ も花粉管 の伸長に特 に影響 はな
い。 なお カヤは別項 の カラマツ と同様花粉管 を形成 しに くい の で 前発芽(30Pregermination))11)
もって生存 と認定 した。
2・3広 葉樹及び その他 の花粉 の貯蔵結果
10数 種 の広葉樹及 び フェニ ックスヤ シ,キ ダ チ チ ョウセンア サガオ等の花粉の長期超低温 貯
蔵 の結果 も第2表 に示 した。 これ らを概観 す ると,a)貯 蔵 開始時 の発芽率 をず っと維持 した も
の,b)貯 蔵期 間 に よって 発芽率 が 減少 の 傾向を た どる ものに 大別す る ことが で きるようで あ
る。 この様 な生存率 に莞 を生 じた理 由 として,含 水 量,凍 結 限界温度 な どが 考えられ るが,こ れ
らの点で 共通性や明確 な規則性 はみ られない。
a)貯 蔵開始期 の発 芽率 を維持 した花粉
タイザ ンボ クMagnoliagrandiflora,ト ウオガタマMicheliafuscata,ハ ンテ ンボ クLirioden-
drnntulipiferaの3種 はいず れ もy水 量が 凍結 限界含水 率以下 の場合,6～7年 間超低温貯蔵 し
て も高い発芽 率を維持 し貯蔵 の効果 は顕著で ある。 しか し凍結 限界含水率以 上の花粉で は貯蔵 当
初 か ら凍結死 して生存率 は全 く0で あった。
イィギ リldesiapolycarpa,サ イカチGleditsiajaponica,ヒ メシヤラ ε診θωα漉αmonadelpha,バ イ
ヵウッギPhiladelphusSatsumiな どの 花粉 の貯蔵効果 も顕著 で あ り,生 存率(こ の場合 は発芽
率)は 貯蔵期間に関係 な く90%以 上 の発芽率 をもちつづけていた。 以上 の花粉 は発芽床上で も
新鮮花粉 と変 らない発 芽の経過及 び形態 を示 してい る。 また同一処理の不発 芽花粉 は とくに凍結
傷害 を示す形態的変 化は認 め られない。 なお第2表 中貯蔵期間に よって発 芽率に差 があるが,発
芽率 は寒 天発芽床 の微妙 な条件 に支 配される ことが多 く,こ の ような原因に よる もの と考えられ
る。
b)貯 蔵期 間によ って発芽率 に減少傾向 をもつ種類
カ シワQuercusdentata,ア ラカシQuercusglauca,ハ リグ ワCudraniatricuspidata,ザ ク ロ
Punicagranatum,シ ラカバBetulaplatyphyllavar.japonica,ナンキ ンハゼSapiumsebiferum,ネ
コヤナギSalixgracilistylaな どの花粉 は表2に も示 したよ うに液体窒素下 に 長期間貯蔵 した こ
とによって発芽率が減少 す るcaseで あ る。 いず れ も凍結限界含水率 よ り低 い含水 量であるが,
4～6年 間で貯蔵開始期 の発芽率 のほぼ1/2に 減少す る傾 向を示 した。また発芽床上 にお・ける花
粉 の うご きで,発 芽 の経過,花 粉 管の伸長 に特 に異常 はない。 カ シワの花粉 はF型(のでの)すなわち気
泡 の発生 をみ るが花粉管 の伸長 とともに管内 を移動 す る こともみ られる。 多 くはF型 の凍結傷
害 が シラカバ等 の傷害 としてあげ られ るが,い ず れの処理で も未発芽花粉 は特定 の傷 害型 を示 し
ていない。 このよ うな点か ら前項 と同様,生 理的な障害 による不発芽 と考え られる。 なお・高含水
率 花粉 の凍結傷害パ ターンはD型(のゆ)E型 を示 す ことが多 い。
c)そ の他
トチノキAesculusturbinata,ノ グル ミPlatycaryastorobilacea,キ ダ チ チ ョウセ ン ア サ ガ オ
1)aturaSp.,フ ェニ ックスヤ シPhoenixS11.,の4種 類 は7～9ヵ 月 間貯蔵後 もか な り高 い発芽率
を維持 しえた花粉 であ るが,ヒ メヤ シヤ ブシ,ヤ シヤブ シAlnus,は いず れ も短命 で あった。 こ
れ らは更に長期 間貯蔵す る意 図か ら,現 在貯蔵 を継続 しているが試 料が少 ないためあ らためて発
芽テス トを し結論 を出 した いQ
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3.超 低温長期貯蔵に適当な含水率 と凍結限界含水率
超低温貯蔵の結果,凍 結限界含水率以下であれば貯蔵が可能であることがわかる。 しか し6～
7年 間貯蔵 した結果,発 芽率の減少する花粉







よ りも低 い。 その差 は ユ リノキLiriodendron
で9%,マ ッ科(数 種)で 平均約10%,カ ラ
マッ12°o,ヒ マ ラヤスギで13°oで あ った。
っ ま り急速冷却でえ られた凍結 限界含水率 よ
りそれだ け低 い含 水率が超低温 下にお ける長
期貯蔵 に適当 な含 水率であ る。 この理由は次
の様に考えられる。すなわち凍結限界含水率 とは急速冷却 ・直接加温の処理下において,そ の含
水率以下では 一80°Cで も生存 しうることを意味する値である。 ところがこの含水率の花粉をさ
らに超低温(-196°C)に 長 くお くと冷却過程でできた微氷晶(花 粉 の生存に直接害がない程度
の)が 超低温下で生長するか,も しくは加温の途中で急激に有害な氷晶にまで生長するためと考
えられる。 したがって充分脱水された花粉,い いかえれば細胞に有害 となる氷晶をっくる水をと
り除いた花粉 が液体窒素の中で 長期間の貯蔵 に耐えうるということになる。以上凍結限界含水
率 より10～20°°低い値が一般に液体窒素における長期貯蔵に適当な含水率 ということができる。
4.超 低温 と他の温度にお・ける貯蔵効果の比較
4二 蒜 替 費 二謎 禰 欝 鷹 。+27°C,**°C-
196°Cな どの各温度 に1年 間貯蔵 し生存率 の比
較試験 を した ところ,図2に 示す結果 をえた。 ク
ロマ ツ20.4%花 粉 を 一80°C,-196°Cに 貯蔵
した 結果 は9ヵ 月 で も生存率 は ほ とん ど変 らな
い。 また4,11%の 低含水率花粉 を+4°C冷 蔵
庫 内に貯蔵す る と生存率 は平均 して80%程 度 を
維持で きたが,室 温(5～2月)に お いた花粉 は
2ヵ 月 で生存率が半減 し,ほ ぼ9ヵ 月後 にすべ て
発 芽 しな くなる。 また+4°Cで も高含水率(25
%)花 粉で は3ヵ 月 で生存 しな くな っている。 こ
の結果は第1輔 送のべた+温 度域での生存の推移
と対応 させて考察す ることがで きる。 図3は カラ
マ ツ16%花 粉 をア ンプル に封入 し,+27°Cか ら
*王 子 製 紙K.K.育 種 研 究 所 冷 凍 室,北 海道 栗 山 町 。
**フ レオ ン22に よ る2段 冷 凍 エ タ ノー ル バ ス,京 大 ・畜 産 第 二 研 。
一196°Cま で6段 階 の温度 に1年 間貯蔵 した結
撫欝灘雛
における生存力 と対応 で きる。+4°Cで は1年
間で生存率 は当初 の50%に 減少す るが 一2°C,
-10°C,-20°Cで は生存率 にか な りのバ ラッ
キがみ られ るもののほぼ80%を 維持 した。液
体窒素に貯蔵 した 場合 は,ほ ぼ恒常的 に80%
(Pregermina、繍 誕 票鼎 夏難
花粉 とみ な して算定 した。 カラ マツの場合 は
一2°C以 下で あれば生存 率 はほぼ80%を 維持
したが,デ ーターにバ ラッキが多い。 これは低
温維持 のため の冷凍機構 に よる温 度上下が関与
した もの と推測され る。
5.イ ネ科花粉 の生存 に及ぼす低温の効果
イネの花粉は最 も寿命が短かいものの一っで
13,19,15)
あって通常 その生存 は,開 莉後約7分 間 とされている。 イネに くらべ る とタヶ,ト ウモ ロコシは
比較 的長命(エの)といえ るが通常 は1乃 至数時間 ともいわれる。 イネ科花粉 は一般 に急激 な脱水が致命
的で あ り,乾 燥や脱水 を重要 な前処理 とす る低 温貯蔵 は不可能 と考 えられ る。 著者 は低温度が こ
のよ うな短命花粉 に どのよ うな効果 をあたえ るかについて実験 を試み た。 イネ科花粉 の開莉時に
お ける含水量 は約60～70°oで あ り,樹 木花粉の飽水状 態の水分量 とほぼ等 しい。 トウモロコシ
花粉 は室 内で水播 しし開繭 させて採取 し直ちにア ンプル に封入 した もの と,ア ンプル内 を窒素ガ
スに置換 して封入 した ものにわ け急速冷却処理及び+4°C,0°C,-5°,-13°Cチ ェンバーに
所定 の時 間お く処理 をほ どこした。生存花粉 の調査は寒天発芽床(15%Sucrose,1%Agar,pH
6.発 芽 開始時間置床後約10分)で 発芽率 を測定 した。一方,イ ネ花粉 の場合 は開繭直後 の花粉
を直接 カタク リ発芽床(の)(カタク リ,5°OSucrose15°o)に 採粉 し,+5°C,0°C,-1°,-2°,
-5°,-10°,-30°,-75°Cに調節 したチエ ンバ ーに直ちに入 れ,所 定 の時 間低温処理 した後
室温(+30°C)で 発 芽させた ものである。 以上 の結果 を図4,5,に ま とめた。
a)ト ウモロ コシ花粉 の低温処理 の効果
トゥモ ロコシ花粉 は0°Cに 訟 いた とき96時 間で34°0の 発芽率 を示 し120時 間処理では発 芽
しない。 しか し+4°Cで の生存 はさらに低 く,96時 間ではわず かに4%し か発芽 しなか った。
また窒素 ガス置換 の場合 は96時 間でわず か 数粒 の発芽 が 処理 区にみ られたに とどま った。 この
結果 か ら トウモロ コシ花粉 を0°Cに お・いて100時 間まで ごくわずかで あるが生存 させ うるとい
う結 果をえた。 予備的に常温にお ける トウモ ロコシ花粉 の生存力 を調 べた 結果,50～60分 間放
置 した花粉 は発芽床上ですべ て吐 出 して しまい,最 高1時 間程度 で発芽力 を失 うが0°Cで は96
時間で も発芽力 を維持 して いるので花粉生存に対す る低温度 の効果 は著明 といえ る。
また緩速冷却(1°C/1min.)及 び急速冷却(8σC/1min.)-1°C低温処理 をほどこ した ところ
次 の ような結果 をえた。
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緩 ・急速冷却とも一5°Cで 発芽率は全 くなくなる。 この場合,加 温後アンプル内部で花粉は湿
った団粒状 を必らず呈す るが(こ の現象は加温後5～10秒 で現われる)顕 微鏡下では新鮮花粉 と
全 く変らない形状を している。 この現象は 一5°C以 下のすべての処理花粉で観察されイネ科花
is)14)
粉 に見 られる汗か き現象,即 ち吸湿後起 こる花粉か らの液滲出現象 と関係 があ ると思 われる。 ま
た 一1°Cに 直接冷却 した花粉 は3時 間半放 置 して もなお高い発芽率を維持 しえた。 また+4°C
に12～24時 間おいた花粉 を直接冷却 し一17°C,-30°C及 び 一70°Cに1時 間放 置 した ところ
すべ て発芽力 を失 なっていた。 さ らに0°C,-5°C,-13°Cに1時 間 お・い たのち発芽試験 を
試 みたが0°Cを 除 き全 く発芽 をみ なか った。 この結果か ら新鮮 な トウモ ロコシ花粉 のFreezing
pointは,ほ ぼ 一5°C程 度 と考察 されそれ 以高であれば低温 度ほ ど花粉 の生存 に 有効であ る と
いえる。(表3,4参 照)な お トウモ ロコシ花粉 で 凍結障害像 はえ られ ない。 一般 に この種 の花
粉 は原形質分離 をお こ しに くいため と考 え られる。 この ことは前述(の)のライムギ凍結 像(第II報 第
5章)に っ いても同様で ある。 なお凍結死 花粉 は加温後発芽床上で必 らず 原形質吐 出す ることが
観察 された。























イネ花粉 を0°Cに おいたとき図4に 示すようにごくわずかの花粉は最高100分 間生存 した。
20分 間では9%の 発芽率を示 し,以 後は2～3%の 発芽率を100分 間まで維持 した。 また 一1
°C以 下のすべての温度はイネ花粉に致命的であった。比較のため硫酸紙に採取 した花粉を5分
間放置 した後,発 芽床に移 した場合は3°oに 減 じていた。 それ以後はすべて発芽せず培地上で原
形質吐出をする。特 に 一80°Cの 凍結処理では15分 間以内の処理だと解凍後発芽床上で原形質








あ り,そ れは花粉の含水量 と貯蔵の温度に支配されるとのべた。超低温下では花粉の代謝は全 く
ないと考えてよく,したがって物質消費とくに薦糖の消失は全 く考えられない。表5に 示 した花粉



































酢酸 ・水系で6重 展開 した後,ア ニ リンハイ ドロゲンフタレイ トで呈色させ比較検討 したもので
ある。なおこの表には糖組成を明確に知りえた花粉にっいてのみ記載 した。貯蔵条件による12種
の花粉の糖組成の変化はすでにのべたマツ,ヒ マラヤスギ花(の)粉の場合 とほぼ同様の結果がえられ
た。即ち+4°Cに 貯蔵 したもののうち,高 含水率花粉の場合はSucroseの 消失がみられるのに
対 し一196°Cに 貯蔵 した花粉ではタイザンボク(39%含 水率),シ ラカバ(33%),ラ ンダイスギ
(34.5°o),ク ロマツ(27°o)花 粉 などで すでに凍結死 し発芽が全 くみ られないにもか かわらず
Sucroseの 存在 がみられた。 これは他の超低温下 での生存花粉 と全 く同じ糖組成 であった。さ
きに第5章(ゆ)で凍結限界含水率以上のヒマラヤスギ花粉を凍結させた場合,発 芽床上で澱粉合成を
行なわず機能的な障害があるとのべたがこのような花粉でも糖,と くにSucroseを もっている
ことが今回の実験か らも明白となる。即ち超低温下における凍結障害は,酵 素系を失活せ しめる
が,少 なくとも炭水化物,糖 は全 く変化せず存在す ることを示 していた。即ち基質消費のないこ
とをも意味する。
7.本 章の小括 と論議
一196°C超 低温下で花粉を7年 間貯蔵 した結果,多 くは高い生存率を維持することができた。
超低温長期貯蔵に最も適当な含水率は急速冷却処理によってえられた凍結限界含水率より平均 し
て約1000程 度低い。 したがって凍結限界含水率の測定は超低温貯蔵開始時に重要な要件 となっ
て来る。 この貯蔵に有効な含水率 と限界含水率の差異は超低温下に長期間貯蔵 したことによって
花粉の生存に有害な氷晶が生成す る場合,即 ち超低温下にお・かれた時間が問題 となる場合と,加
温が緩速である場合におこる凍結によって死滅する場合の両者いずれかが関係するものと思われ
る。現在のところ,い ずれかのケースを直接支持するデータはえられていないが,長 期貯蔵後発
芽床上で見られるスギ花粉にはC4お よびD2型 傷害 が多いこと,ま た発芽花粉 にもF型 の障
害が観察されていることはこれらの花粉が低温障害をこうむらない程に充分脱水されていない事
を示すものと思われ,こ の場合は凍りうる水が加温過程で有害な氷晶に生長 したcaseと 推定で
きる。 しか し一方 一196°Cに 長期間おいた間に凍結傷害をうけたと推定される,っ ぎのような
場合もある。第3章(り)でものべた22%ス ギ,27°o～30°oの 数種のマッ花粉を冷却 ・加温10回 の繰
返 し試験 を行なったときも,か なりの発芽率を維持 したことから含水率が高 くても直接冷却,直





ープに属 する花粉には,含 水率など,と くに グループの差 を示す共通性はみられないが,高 い
発芽率を長期間維持 している花粉の多 くは虫媒花粉であ り,特 に油様物質(ユのユの)を含む花粉が多いよう
であった。
以上のべた結果 と考察を総合すると花粉を超低温下で長期間貯蔵 し,高 い生存率を維持するた




死要因であるため,あ る程度以上の脱水 を前提条件 とす る超低温貯蔵は不可能である。イネ,ト
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ウモロコシとも0°C～-1°Cに お・いた ところ,イ ネ花粉は100分 間,ト ウモロコシは96時 間以
上にわたって,わ ずかではあるが発芽力を維持することができた。 この例は温度要因のみを制御
したケースである。 また1年 以内の貯蔵に有効な温度 として0°C～-20°C程 度で充分な場合が
ある(カ ラマツ図3,ク ロマッ図2)。-20°C冷 凍室貯蔵区では生存率に多少のバラッキが見 ら
れた。
実用的な林木育種事業 における所要花粉量の推定は極めてむつか しく,カ ラマツ等では人工媒
助法が種子の増収にさけがたいといわれてお り,こ の様(り)な場合カラマッ花粉需要量は極 めて大量
が予想される。 したがって冷凍庫の利用は多量の花粉を供給する短期間の貯蔵法としては,温 度
調節機構が正確であれば有効であるといえよう。
温度の精度は液体窒素が高 く,-196°C恒 温 と考えてよい。1また経費 も低廉であり供給もかな
り容易であるため,長 期間貯蔵の方法 として特にす ぐれている。花粉容器 を長いガラスチ3ブ
等にすると貯蔵効率 も高まり,精 英樹,ク ローン等優良な雄性遺伝質の長期間保存にも液体窒素
貯蔵法は極めて有効 と考えられる。また超低温貯蔵花粉の糖組成 をしらべ たところSucroscは
どのような高含水率花粉 に も存在 が認められ凍結傷害 を うけた結果,澱 粉合成 はお こらない
がSucroscは 全 く消失 しないことが明白となった。
第7章 貯蔵花粉の人工交配 によ る種子,結 実稔性
超低温処理をほどこした花粉は便宜的に人工発芽床上で発芽させ,花 粉管の形成をもって生存
と判定 して来た。 しか し超低温下にお・ける長期貯蔵の主 目的は育種学的な応用性を指向する。 こ
のような貯蔵条件にお・か れた花粉 が,よ し生きているとしても新鮮花粉 と同様の機能を保持 し




交配花粉は次の第6表 ～第14表 に示 した花粉である。 それぞれの花粉は各母樹の開花期直前
まで 一196°C中 に貯蔵 し直接+30°Cま で加温 した。支配母樹までは0°C前 後のデュワー瓶に
入れて輸送 し,交 配直前に常温に戻 し,花 粉銃等であらか じめ 「袋かけ」をしてお いた雌花に
交配した。種子は充分成熟 したのち球果ごと採取 し,常 法によって稔性試験,発 芽試験を行なっ
た。なあ・カラマッの交配花粉 は液体窒素 から直接 ドライアイス ・エタノール(-80°C)を 入れ
たデ1ワ 瓶に移 し,大 阪から北海道千歳経由美唄まで航空機と自動車で輸送 した。その間約
10時 間を要 したが,ド ラィアィスは2kgの うち約半量の減少にすぎず,-80°Cを 維持 した。
2.交 配結果及び種子稔性
2・1数 種のマツ貯蔵花粉の場合
表6に 示 した6種 のマッ花粉を1966年 か ら1ケ 年液体窒素に貯蔵 し,1967年 春,京 都大学演
習林上賀茂試験地中井技官によってこれらの花粉でのクロマツ,ア カマツを母樹 とす る人工交配
試験が行なわれた。(表8～11)。 クロマツを母樹 とした種子の充実率や種子稔性は対照区(袋 か
けをしたのち新鮮な花粉を交配 した区)の 種子に較べ大差 はない。 しかもアカマッを母樹 とした
交配の結果(第10,11表)種 子の充実率にかなりのバ ラッキが見 られる。 このバラッキは授粉
前後の雌花の環境が不適当な点,つ まり袋内部の異常な高温などによって,受 精機能が阻害され
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た結果によるものと思われる。 表12に 示 した成熟球果や種子の大きさで,重 量などの形質には
バ ラッキが見 られないことからも受粉,受 精時における環境条件が不適当であった ことに由来す
ると考えるべきであろう。以上の結果からいずれも1ケ 年,液 体窒素に貯蔵 した花粉を用いた交
配種子の稔性や種子 の形状などは,ほ ぼ正常で他 と大差がないと考えられる。
2・2ス ギ貯蔵花粉の場合
1962年3月 から翌年3月 まで3通 りの冷却速度で冷却 し1年 間 一80°Cお よび 一196°Cに 貯
蔵 したスギ花粉を用い,京 都上賀茂ゴルフ場に植栽 された推定40年 生のスギ4母 樹をえらびこ
れらにあらか じめ袋かけをして交配実験を行なった。花粉1種 にっき3ヶ 所の雌花にっいて交配
を行なった。その結果,表12に 示 したように,種 子重量は対照(自 然受粉Openpollination)
に対 して平均その66%程 度の重量に止まっている。 これは 「袋かけ」による球果の生長阻害に
よるものと考える。No.1とNo.4母 樹 において袋 かけをほどこした雌 花の新鮮花粉交配によ
る種子の重量も対照の種子重量 より低 く,ス ギ種子の標準重量3.1mg/粒 に くらべてもかなり
低い。以上のように交配技術に由来すると考えられる種子成熟の阻害が見られる以外は超低温貯
蔵に原因す る負の結果は存在 しないものと思われる。また母樹間や冷却速度,貯 蔵温度などによ
ると思われる差はあまり明らかではなかった。また種子充実率も母樹間のバラツキが大 きいため
低温処理の差は明らかでない。
第8表 一196℃1力 年 間 貯 蔵 し た 数 種 の マ ツ 花 粉 の ク ロ マ ツ 人 工 交 配 結 果
Table8.ResultofpollinatingP.thunbergiiwithdifferentpinepollenthathadbeenstoredat‐196°Cforoneyear.
＼ 項 雌花数 難 結果率鱗 片 数 胚職 雛子数幾 雛磁 繊 群 籔 充 実 率 種子稔性
交 幽 ∴C°ne°btai-N°.°fN°.°fN°.°fc°neN°.°fN°.°fN°.°fFullseedsFullseedsfemalecollectedsetconenedfullemptypercollectedperobtainedSeedflowersconesPercentscalesovulestotalseedsseedscones(G)seeds(%)seeds-
(A>(B)(B/A)(c)(D)(E)(F)(FHB)(%)(F!E)(%)(GID)(%〉
醗 離292793.・83.・ ±・1…64.・ ・,976・ …325363.・ ±・4.687.・ ±5.53・1±6.・
P.thunb.XP.thunb.
晶 離1葱21・781・ ・7・ ・±9.3154.・ ・,・19883・36・L・ ±・6.286.・ ±5.833.・ ±・4.・
醗 離 ・・346・ ・88.・ ±8.・ ・76.・ ・,・・6娼 ・ ・,42814.・ ±4.・ ・5.・±14.・8.・ ±2.・
P.thunb.xP.dens.
嘉 離1葱282589.3π ・±9.4154.…192・77…157.・ ±5.・ ・4.・±・4.・4.・ ±3.・
盤 儲824153.775.・ ±19.・ ・5・・925・925-一 一
P.thunb.xP.taeda
嘉 離1慧191684.263.・ ±6.・ ・27.・424・424-一 一
fir
Fr。錨1慧281657.・7・ ・± ・・6157.・::.1・ ・7856.・ ±5.・ ・… ±5.・4.・ ±3.・
P.thunb.xP.Luchu.
誌 離1臨 ・4・392.965.・ ±6.1・3・ ・…279433s.・ ±4.・ ・5.・± ・o.・4.・ ±3.・
醗 甜272592.683.・ ± …ss.・1,1763498272・ ・±・z.・ ・9.・± …212.・ ±6.・
P.thunb.xP.masso.
晶 離1葱1198・ ・8π ・±6.1・54.84・822322524.・ ±7.846.・ ±7.416.・ ±4.・
盤 誰1欝8・ ・ 一 一 一 一 一 一 一 一
P.thunb.xP.pinast.
晶 離1慧17・7・oo.・64.・ ±6.・ ・2・8869・669-一 一$
第9表 一196°C1力 年 間 貯 蔵 した 数 種 の マ ツ 花 粉 の ア カ マ ツ人 工 交 配 結 果8
Table9.ResultofpollinatingP.densflorawithdifferentpinepellenthathadbeenstored‐196°Cforoneyear.
項 雌花数1輩糠 結果率 鱗 片 数 胚職 擁 子数磐 藪枇解 嚇 鱗慧報 充 実 率 種子稔性
No.ofNo.ofConeINo.ofconeINo.ofIObtai-No.ofNo.ofFullseedsFullseeds
一 砥 花 粉 ＼ 聯 壁 畿scales
(C)轡 撫fullemptyperc°llectedper°btainedSeedsfertilityseedsseedscones(G)cones(F)(F(B)(%)(FIE)(°./o)(GAD)(%)
醗 羅 …885.755.・ ± ・ …o.z22・o.・ ± ・ … ± … ± ・
P.dens.XP.thunb.
Sreedpoll96i66.753.3±7.5106.6202‐ ‐ ‐
醗 羅 ・5853.345.・ ±・2.590.・ ・7568・ ・7・ …4.93・ ・± ・8.・9.・ ± ・4.・
P.dens.xP.dens.
錨 蕊1葱 ・2325.・52.・ ±3.…4.・29254・ ・±7.486.・ ±17.… ±6.・
哲,錨 繋 ・8・68・955.・ ±4.・ ・・…759・660.・ ± ・ ・5.・ ±・9.… ±0.・
P.dens.XP.taeda.
晶 灘1葱 ・4857.・58.・ ±4.…7.・ ・ 一 一 一 一 一
一
醗 甜 ・・840.・55.・ ±7.…1.25・4・ ・± ・2・ ・± ・o.・ ± ・
P.dens.xP.Luchu.
晶 離1慧19・684.252.・ ±8.…4.・ ・6・16-一 一
Fr,難1灘 ・71376.552.・ ±6.…5.62・2-一 一
P.dens.XP.masso.
錨 錨 … 一 一 一 一 一 一 一 一
盤 離24・979.256.・ ±5.・ ・12.・ ・ 一 一 一 一 一
P.dens.XP.pinast.




第10表 一196°C貯 蔵 花 粉 の ク ロ マ ツ 交 配 種 子 と 球 果
二t～～.
＼ こ〉 ～
_項 球C。n。 果 種Seed子、～
交配組合せ 痴 ＼t°Length
(cm)「WidthFreshWe(cm)(g)・ghtiLength(mm)羅 書 輪 ・ght一 一..一.一一一.
臨_励 醗 継 塑 二・2.・ ±一 ・ ・±一 ・±0.・3.・ ±・816.・ ±3.・晶 離
1灘 ・±・ ・2.・ ±・ ・9.・ ±2.・5.・ ±1・・3.1± ・712.・ ±1・・
Fr。瓢1藷4.・ ±・ ・2.・ ±・ … ±3.・5.・ ±・ ・3.1± ・5iz.i±2.・
P.thunb.xP.dens.
錨 鵠1灘 ・±・ ・2.・ ±・ … ±2.・5.・ ±・ ・3.1± ・311・5± ・・
醗 甜4.・ ±・ ・2.・ ±・31・1±2.・ 一 一 一
P.thunb.xP.taeda
晶 灘1葱5.・ ±・ ・2.…515.・ ±3.・ 一 一 一
舗 誌1!飽 ・±・ ・3.・ ±・216.・ ±3.・5.1± ・ ・3.・ ±・114.・ ±2.・
P.漉 麗ηわ.×P.五 配6加,
雛1島1齢 ・±・ ・2.・ ±・ ・112.・ ±z.・4.・ ±・ ・3.・ ±0.411・ ・±3.・
新 鮮 花 粉45+0724+04142+4951+0833+04131+13
Frcshpollen° 一 ゜'一"一'噸 一'陰 一"一'P
.lhunb.xP.masso.
錨 舗4.・ ±・ ・2.・ ±・111・ ・±z.・1・ ・± ・・i・ ・±・611・8±2.・
一
且一 一 灘 灘;lll濫;.411.5±2.3.3.16.3±2.5≡ ≡ ≡
Table11.ConesandseedsobtainedbypollinatingP.densiflorawithdifferent
pinepollenthathadbeenstoredat‐196°C.
第11表 一196°C貯 蔵 花 粉 の ア カ マ ツ 交 配 種 子 と 球 果
、 ミ ～
_一 項 球 。。n。 果 種Seed子
、
、 ＼.長 径 短 径 生 重 量 長 径 短 径 生 重 量
交 醐 合 せ 花 粉 ＼Length
(cm)Width(cm)F「esh(Weg)'ghtLength(mm)Width(mm)F「eshWe(mg)'ght一
新 鮮 花 粉19+02i2+0211+00235+0525+0571+06
P.dens.・P.thunb.Freshp°llen
Storedpollen・:・ 重・1・i・1・≡・1・ ・i・≦・:・'三 … 三 ゜'三 ゜-
Fr。瓢1黎2.・ ±・ ・L・ ±・ ・2.・ ±1・・4.・ ±1・・3.・ ±…±0.・
P.dens.XP.dens.1一
錨 欝 ・ ・±・ … ±o.・2.・ ±・ ・4.・ ±・ ・3.・ ±・ ・8,・ ±1・8
盤 翻2.・ ±o.・1.・ ±・ …9±0.・4.・ ±・ ・2.・ ±o.・7.・ ±・・5
P.dens.XP.taeda.
晶 離1慧 ・・±・…3± ・… ±・・ 一 一 一
醗 翻 … ±・・ … ±0.・1.・ ±・・4.・3.・-
P.dens.XP.Luchu.
晶 離1灘 ・±0.・1.・ ±・・ … ±・・ 一 一 一
P.dens.。一 馨難1霧21± °.511.3± °.41.4三 ゜.3≡≡ ≡
Storedpollen
.舗 羅2.・ ±o.・1.・ ±・・1.・ ±・・ 一 一 一P.dens.×伽 鷹 離
1灘 ・±一 ・±・・1.・ ±・・ 一 一 一
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1968年8月 から液体窒素に貯蔵 した22%含 水率の花粉を1969年5月 上旬北海道立林業試験
場構内植栽のクローン留萌2号 に交配 した。えられた種子 の稔性は表13に 示す通 りである。
Table13.ResultofartificialpollinationwithLarixpollenthathadbeenstored
at‐196°Cforoneyear.
第13表 カ ラ マ ツ ー196℃1年 間 貯 蔵 花 粉 の 人 工 交 配 結 果


























交配種子 の充実率は バ ラツキが 多 く,対 照,自 然結 実(Open)と 比較 しに くいが,交 配直前の
花粉 を発芽試験 した ところ前発芽状態 をさえ示 す ものが なか った。Bg^'Ci型 の凍結傷害 をうけ
た花粉では充実種子 がほ とん ど得 られなか った。
また この実験 に先立 ち1968年 まで5年 間液体窒素 に貯蔵 した ニホ ンカラマッ(信 州大学構 内
植 栽)花 粉 をル モイ2号 及 び網走34号 の2ク ローンに交配 し,え られた種子 の圃場発芽試験を こ
ころみた ところ,表14の ような経過 を示 した。す なわち,い ず れの母樹 ともに花粉間 の種子発芽
Table14.GerminationofseedsobtainedbyartificialpollinationwithLarixpollen
thathadbeenstoredat‐196°Cforfouryears.
第14表 カ ラマ ツ ー196°C4年 間 貯 蔵 花 粉 交 配 種 子 の 発 芽
(1964信 州 大 演 習林 採 取 花粉)
ク ・一 ン 個 体,。ll。.ま きつ け 発 芽 開 始 発 芽 中期 発 芽 終 了 発 芽 数 粧 数
名No.
1粒 数 生 枯 生 枯1生 枯 数 発拶(1969)
95'68混 合[986204164242415










調 胡 ・1June1819691July819691July181969iAま 雪、119・
この 花 粉 は 京 都 よ り北 海 道 まで 一80℃Et・OH,Dry-Iceによ って空 輸 した もの で あ る。
経過にバラッキが多 く比較することは困難であるが,貯 蔵花粉の交配でえられた種子の発芽率が
とくに悪いという点はみ とめられない。 これ らの種子をSoftcx(Soft-X-ray)で 透視 した写真
を2に 示( )す。充実種子の大きさは貯蔵花粉 よりも新鮮花粉の交配種子の方が大 きい傾向がみ られ
た。
またこの種子を圃場に播種 し,1970年8月1年 生苗 を調査 した結果,立 枯病(Dampingoff)
などによる二次的な影響と考えられる枯死苗がみられたが,幼 苗の生育状態に異常は全 く認めら




果,一 般に 「袋かけ」などに由来すると考えられる球果,種 子の形状に倭小な点が見 られたが,




す る 程 度 も 対 照 区(無 処 理 交 配 区),グ ィ マ ツ × カ ラ マ ッF1雑 種 な ど に み ら れ る 程 度 と ほ ぼ 同
様 で あ り,苗 の 形 態 に も 超 低 温 貯 蔵 に 由 来 す る と考 え ら れ る 異 常 は 認 め ら れ な か っ た 。 以 上,超
低 温 貯 蔵 花 粉 の 実 用 的 な レ ベ ル に 於 け る 検 討 の結 果,F1ま で は 異 常 を 伴 な う 障 害 も 出 現 せ ず,
ほ ぼ 満 足 し う る 結 果 を え た 。 な お 長 期 間 貯 蔵 の 花 粉 を 用 い て 交 配 試 験,育 苗 試 験 を 重 ね て い る。
あ と が き
本 報 は 樹 木 花 粉 の 超 低 温 貯 蔵 に 関 す る 基 礎 的 研 究 の 第6・7章 を 第HI報 と して ま と め た も の で
あ る 。 本 報 中 の 第8～10表 に 示 さ れ た マ ツ 交 配 に 関 す る 部 分 は 上 賀 茂 試 験 地 中 井 技 官 が 実 施 さ れ
た 交 配 試 験 で あ り,カ ラ マ ッ に 関 す る 部 分 は 北 海 道 立 林 業 試 験 場 久 保 田 部 長 に 訟 う所 が 多 い 。 特
に 記 して 謝 意 を 表 わ す 。 な お 本 論 文 は 京 都 大 学 審 査 学 位 論 文 の一 部 で あ る。
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Résumé
  Results of fundamental studies related to the long-term storage of tree pollen at 
 —196°C were reported in two previous papers. In the present paper, result of the 
long-term storage of pollen at deep-freezing temperatures and the fertility of seeds ob-
tained by artificial pollination with the stored pollen are dealt with, and also a general 
discussion of the studies is presented. 
  1) Among pollen that had been stored in liquid nitrogen for eight years, some 
pollen showed no change in longevity, while others showed a considerable decrease. 
  2) In order to store pollen safely for a long period, the water content must be lower 
than the limiting water content for freezing which seems to be about 10%. 
  3) For comparison, rice and corn pollen were used in an experiment, which are 
among the shortest-lived at prevailing temperatures. Rice pollen, unlike tree pollen, 
survived for only 100 minutes at 10°C. That water content plays the most important 
role in pollen survival, does not be applied here. 
 4)  Cryptomeria, Pinus and Larix pollen were used in an artificial pollination, which 
no influence of deep-freeze storage was observed. Larix seeds sown in nursery showed 
no difference in development and growth of the seedling compared with the control.


